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論文内容要旨
第一董序論
 生体は周囲の環境のO・,CO,NO等の濃度に応答して,様々な生体内メカニズムを引き起こすことが知
 られている。これらの応答に関与するタンパク質としてヘムセンサー酵素が往日されている、、ヘムセン
 サー酵素はガス分子がヘムに結合することでタンパク質の構造変化が誘起され,別の触媒部位が活性化
 して情報を下流に伝達することができる。大腸菌のヘムタンパク質EcDOS(Eco1∫DirectOxygellSensor)
 は,そのN末端側にヘム結合ドメインを保持し,酸素センサーとして機能すると推定されている。一方,
 C末端側のアミノ酸配列は,ホスホジエステラーゼと1・H同性を示すものの,実際の触媒機能に関する報・告
 はこれまでになされていない。そこで本研究ではEcDOS遺伝子のクローニングおよび大量発現を行い,
 その触媒機能について解析した。
 次にEcDOSをモデルタンパク質として,新規タンパク質解析システム“プロテインマイクロアレイ"
 の開発を行った.プロテインマイクロアレイとは,スライドグラスのような固相上にタンパク質を固定
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 化し,タンパク質の構造や機能の解析を行うシステムの総称である。近年のプロテオミクス研究の進展
 に伴い,こ0)方法はタンパク質のハイスループットな解析技術として期待されているが,タンパク質の
 構造や機能を保ちながら固相に固定化することが同技術の大きな課題となっている。本研究では,直接
 目的タンパク質を固相上に固定化するのではなく,予め固相上に固定化した抗タグ抗体を介して,タグ
 融合目的タンパク質を抗原抗体反1,酎こよって間接的に固定化することにより,その構造と機能を保持す
 る手法について検討を行った。本手法を用いてEcDosを固定化し,同タンパク質の既知の相互作用を固
 相上で再現することで,本技術の有効性を実証した。また,ヘムの酸化還元状態,酵素活性の基質,醒
 素活性阻害剤ならびに推定基質結合部位への変異導入が相互作用に与える影響について解析するととも
 に,EoDOSと相互作用するタンパク質の同定にも本技術の応用を検討した。またプロテインマイクロア
 レイの別のアプリケーションとして,タンパク質の迅速な定量技術の構築についても検討を行・)た。
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 EcDOS遺伝子をクローニングし,その'大量発現系を構築した。EcDOSは4量体として単離され,6配
 位低スピン型のヘムを保持していた。また,Fe(II)錯体の場合のみcAMPに対してホスホジエステラーゼ
 活性が認められたが,cGMPは基質とならなかった。更に活性はCOおよびNO添加によって阻害され,こ
 れらがヘムに配位する事による構造変化が酵素活性に影響する可能性を示した。翔、上の結果より,Ec
 DOSはヘムがセンサーとして働き,ホスホジエステラーゼ活性を調節していることが示された,、
 笛三也タンパク所幾能解:'のためのプロテインマイクロアレイ'・一徳の汗発
 プロテインマイクロアレイ技術の構築のための新規タンパク質固定化方法を開発した。予め固相上に
 抗タグ抗体を固定化し,ダグ融合目的タンパク質を抗原抗体反応によって間接的に固定化することによ
 り,その構造と機能を保つ手法について検討した。
 EcDOSを同手法を用いて固定化した場合,PAS-A断片との既知の相711作用が検出されたが,抗体を用
 いずに直接固相に固定化した場合,相互作用は約80%減少した。またこの相互作用は,嫌気条件下に比
 べて好気条件下では75%減少し,その酸化還元状態依存性を保持していることを示した。以上の結果か
 ら,抗タグ抗体を用いたタンパク質固定化法により,固相上でタンパク質の相互作用が解析可能であり,
 特に本手法はヘムの酸化還元状態のようなタンパク質の機能と関連する条件依存性も再現できたことか
 ら,固相上でタンパク質の構造と機能を保つ上で有効であることを示した。
 第四童プロテインマイクロアレイを二■いたEcDOSの幾能解升
 第二章,第三章の結果より,ヘムの酸化還元状態がEcDOSの酵素活性および相互作用を制御すること
 が示され,両者の関連性が示唆された。本章ではこれらをよ1)詳細に検討するため,酵素活性の基質で
 あるcAMP,酵素活性阻害剤,ならびに推定基質結合部位への変異導入が相互作用に与える影響について
 検討した。その結果,基質ならびに推定基質結合部位である590番目と594番目のヒスチジンが相互作用
 に必要であることがわかり,活性と相互作用との問に相関が存在することを示した。
 第五、土EcDOSとr・互ノ淋するタンパク暫の百寮
 EσDOSに限らずほぼ全てのタンパク質は他のタンパク質や核酸などと相互作用することで機能してお
 り,未知の相互作用分子を同定することは,タンパク質の機能を理解する上で不可欠となる。本章では
 EcDOSと相位1作用しているタンパク質を同定することで,EcDOSの生体内機能を明らかにすることを目
 的とした。抗タグ抗体を介して固定化したEcDOSに対して大腸菌ライセートを添加し,相互作用する分
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 j二を固相一Eに捕捉した。捕捉した分子は一度溶離した後,電気泳動による分離,トリプシン消化を行い,
 質量分析により解析した、・その結果,大腸菌グルコン酸代li射オペロン(GIltオペロン)の転写抑制に関与
 するタンパク質であるGlltRが新規に同定された。そこで,EcDOSおよびGlltR間の相!壬作用を生化学的に
 検証するため,大腸菌野生株とDOS欠損株におけるGntオペロンの転写活性を比較したところ,野生株に
 対して欠損株の活性が2.7倍上昇することから,両タンパク質問の相互作用が同オペロンの転写制御に関
 与している可能性が示唆された。以上の結果より,本手法が目的タンパク質に対する相互作用分子・の同
 定法として有効であることを示した,,
 第六章タンパク暫定吊・'∫的二のためのプロテインマイクロアレイ士術のfl・発
 タンパク質定量はライフサイエンスの多くの研究において必要な技術であり,特に臨床検査や創薬の
 分野ではそのハイスループット化や低コスト化が望まれている。プロテインマイクロアレイは微量なサ
 ンプルと試薬で一度に複数試料の解析が可能なことから,これらの目的に適した技術であると考えられ
 る。そこで,免疫分析の原理を川いたマイクロアレイによるタンパク質定量技術の開発を行った、,マイ
 クロアレイには予め目的タンパク質に特異的な一次抗体を固定化し,目的タンパク質を含むサンプルを
 添加した後,一次抗休とは目的タンパク質の別の部位を認識する2次抗体および2次抗体を特異的に認識
 する蛍光標識3次抗体によって検出した。本実験では2!種類の抗体アレイを作製して試験した結果,従来
 のタンパク質定量技術であるELISA法と同等な感度を保ちながら,使用するサンプルや試薬の量を1/60に
 低減した、、更に,より迅速な測定に対応するため,一つのスポット内で複数種類のタンパク質を定量す
 る手法を確立した。またマイクロアレイーhで試薬を微量撹拝することで反抗効率を上昇させ,検出用抗
 体との反応時間を1/3以ドに低減した。
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 ・EoDOSの構造と機能の解析を行い,ヘム結合ホスホジエステラーゼとしての諸性質についての知見を
 得た。EcDOSは四景体を形成し,6配位低スピン型ヘムを保持すること,Hls77が軸配位子であること,
 cAMPに対してホスホジエステラーゼ活性を持つこと,Fe(II)錯体の状態で活性型であること,活性が
 CO,NO,ホスホジエステラーゼ阻害剤によって阻害されるということを示した。(第二章)
 EcDOSをモデルタンパク質としたプロテインマイクロアレイ技術の開発を行った。抗タグ抗体を用い
 た固定化法により,EcDOSとPAS-A断片の酸化還元状態依存的な相互作川を固相しで再現することに
 成功し,同手法のタンパク質機能解析における有効性を示した。(第三章)
 EcDOSの基質や基質結合部位が相互作川に必要であることを示し,相互作用と酵素活性の相関を示し
 た。、(第四章)
 EcDOSと相1{作用するタンパク質としてGIltRを同定し,両者の生埋的な関連性を示した。(第五章)
 プロテインマイクロアレイの別のアプリケーションとしてタンパク質定■量技術を開発した。従来のタ
 ンパク質定量技術であるELISA法と同等な感度を保ちながら,使用するサンプルや試薬の量を1/60に低
 減した、また一つのスポット内で複数種類のタンパク質を定量する手法を確立した。更にマイクロア
 レイ上で試薬を微量撹絆することで反抗効率を上昇させ,検出用抗体との反応時間を1/3以下に低減し
 た。,(第六章)
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 論文審査の結果の要旨
 ガス分子がヘムに結合することでタンパク質の構造変化が誘起され,タンパク質が活性化しで1青服を
 1・'流に伝達するヘムセンサー酵素が近年注FIされている、,大腸菌のヘムタンパク質EcDOS(Eco〃Dlrect
 OxygenSe酪or)は,そのN末端側にヘム結合ドメインを保持し,酸素センサーとして機能することが推定
 されているが,実際の触媒機能に関する報告はこれまでになされていない.、第'二章ではEeDos遺伝子一の
 クローニングおよび大量発現を行い,同酵素のホスホジエステラーゼとしての機能について知見を得る
 ことに成功した。
 また近年のプロテオーム研究の進展に伴い,ハイスループットなタンパク質機能解析システムが望ま
 れており,そのための有効な技術のひとつとしてプロテインマイクロアレイが期待されている。第三章
 ではEcDOSをモデルタンパク質として用い,タンパク質を安定な形で固相に固定化して機能解析を行う
 マイクロアレイシステムを確立することに成功した,
 第四章ではヒ記のシステムを用い,EcDOSの酵素活性と相互作用との関連性について検討している.、
 酵素活性の耳1摯質であるcAMPおよび推定基質結合部位が相互作用に必要て'あることから,活性と1・H亙作用
 ヒの問に相関が存在することを示している.
 第五章では上記のマイクロアレイシステムを用い,EcDOSと相互作用するタンパク質の探索を行って
 いる。マイクロアレイおよび質量分析を組み合わせた手法により相互作川タンパク質としてGmRを1同定
 し,EcDOSとの機能的な関連性について1∫H小・oで検証した、・
 第六章ではマイクロアレイの別のアプリケーションとしてタンパク質定量技術の開発を行っている。
 従来の1/60という微1下11な試/ξ:1・と,言犬薬でタンパク質定尺を・」'能にするとともに,多項目の同時測定や微量撹
 拌による反応効率化にも成功し,本技術が臣、1,・i床検査や創薬におけるハでスノレープットな定量に応用可能
 である見通しを得た。
 以しのとおり,本陣一1丁論文ではEcDOSの機能解析および新規タンパク質解析技術“プロテインマイク
 ロアレイ"の開発について述べられている。本内容はブロテオミクス研究におけるハイスループットな
 タンパク質機能解析分野に貢献するものであり.本人が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能
 ノコと学識を有することを示している.■したがって,笹倉由貴江提昌一IIのlf胴二論文は,博十(理学/の学位
 、論文として合格と認める「.
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